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BE. [ 8 85] Toll 信号 通路 是 昆虫 天 然 免 疫 系 统 的 重要 组 分 ,其 中 Toll 受 体 在 激活 昆虫 病原 菌 侵 
i 疫 应 答 方面 发 挥 了 关键 作用 。 本 研究 旨 在 探究 斯 民 按 蚂 Anopheles stephensi Toll 受 体 基因 在 抵 
抗 微生物 侵 染 和 维持 肠 道 菌 群 稳 态 过 程 中 的 功能 。【 方 法 】 根 据 冈 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae Toll 
受 体 家 族 的 蛋白 氢 基 酸 序列 ,通过 序列 同 源 比 对 鉴定 斯 氏 按 蚁 中 相应 的 Toll 受 体 基因 ;运用 荧光 定 
量 PCR 检测 Toll 受 体 基因 在 未 感染 病原 菌 的 斯 氏 按 蚊 脂 肪 体 中 的 相对 表达 量 , 以 及 在 真菌 球 狗 和 白 
f& E] Beauveria bassiana 和 间 兰 氏 阴 性 细菌 胡萝卜 软 腐 欧文 氏 菌 Erwinia carotovora subsp. carotovora 
侵 娄 斯 氏 按 蚊 过 程 中 的 表达 变化 ;最 后 ,在 斯 氏 按 蚊 具 成 归 胸 部 显 微 注 射 AsToll A 和 AsToll5A 的 双 
链 RNA 进行 RNA 干扰 后 ,检测 RNAi 处 理 的 斯 氏 按 虹 受 真菌 侵 染 后 的 存活 率 、 肠 道 细菌 含量 变化 
以 及 抗菌 肽 基因 表达 变化 。【 结 果 】 在 斯 氏 按 蚁 中 共 鉴 定 到 8 个 Toll 受 体 基因 , 即 ASToll1A, 
AsToll5A , AsToll6 , AsToll7 , AsToll8 , AsToll9 , AsToll10 和 AsTollll。 通 过 荧光 定量 PCR 检测 发 现 ,未 
RR JAR A 9] p RIMER AP. AS ToS A 表达 量 最 高 ,AsToll14A 表达 量 次 之 ,其 余 Toll 受 体 
基因 表达 量 极 低 。 在 球 孢 白 僵 菌 和 胡 荔 卜 软 腐 欧文 氏 菌 侵 染 过 程 中 ,与 对 照 (注射 PBS) 比较， 
AsToll1A 和 AsToll54 在 斯 民 按 归 中 的 表达 量 显著 升 高 ,其 余 Toll 受 体 基因 表达 变化 不 显著 或 降低 。 
RNA 干扰 结果 表明 ,4s7o114 或 AsToll5A 的 表达 受到 抑制 后 ,斯 氏 按 蚊 对 球 孢 白 僵 菌 的 抵抗 能 力 显 
著 降 低 , 肠 道 细菌 总 量 与 对 照 (dsGFP) 比 较 显著 增多 。 而且, 抑制 AsToll14 后 抗菌 肽 基因 DEFI 和 
CAMI 的 表达 受到 显著 抑制 ;抑制 AsToll54 后 仅 有 GAMI 表达 量 下 调 。【 结论 】 斯 氏 按 Toll 受 体 
在 结构 和 功能 上 具有 高 度 的 保守 性 ,其 中 AsTol114 和 AsTol154 能 响应 病原 真菌 和 革 兰 氏 阴 性 细菌 
侵 染 并 且 影 响 肠 道 菌 稳 态 。 
关键 词 : MKR; Toll 受 体 ; REHA; 革 兰 氏 阴 性 细菌 ; RNA 干扰 ; 肠 道 细菌 
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Toll receptors are involved in anti-microbial response and gut microbiota 





homeostasis in the malaria vector Anopheles stephensi ( Diptera: 


Culicidae ) 
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Abstract: [ Aim] Toll signaling pathway is an important component of insect innate immunity. Toll 
receptors play a key role in activating the immune response to pathogen infection. This study aims to 


explore the function of Toll receptor genes in resistance to microbial infection and maintaining the 
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吸血 传播 症 原 虫 。 症 疾 是 目前 全 球 范围 内 最 致命 的 
蚊 媒 传染 病 ,2017 年 仍 有 2. 19 亿 人 感染 症 疾 ,造成 


43. 


可 以 压低 媒 f 
及 持续 使 用 杀 虫 剂 导 致 目前 世界 各 地 都 存在 对 一 种 
或 多 种 杀 虫 剂 的 抗 性 (Hemingway and Ranson, 
2000; Etang et al. 


gu 


肠 道 菌 群 


homeostasis of gut microbiota in Anopheles stephensi. [ Methods] The Toll receptor genes in An. stephensi 
were identified by BLAST search using the published Toll sequences in Anopheles gambiae. The relative 
expression levels of Toll receptor genes in the fat body of healthy adults of An. stephensi and the adults 
infected with Beauveria bassiana and Erwinia carotovora subsp. carotovora ( Ecc) for different time were 
detected by real-time quantitative PCR. After the double-stranded RNA of AsTolllA or AsToll5A was 
microinjected into the thorax of female adults of An. stephensi, the survival rates of the RNAi-treated 
mosquitoes after fungal infection and the total gut bacterial load and the expression levels of antimicrobial 
peptide genes in the RNAi-treated mosquitoes were detected. [Results] Eight Toll receptor genes, i. e., 
AsToll1A , AsToll5A , AsToll6 , AsToll7 , AsToll8 , AsToll9 , AsToll10 and AsToll11, were identified in An. 
stephensi. The real-time quantitative PCR analysis showed that AsTo/I5A had the highest expression level 
in the fat body of healthy female adults of the mosquito, followed by AsToll1 A, and the expression levels 
of other Toll receptor genes in the fat body were extremely low. Compared to the control ( injecting PBS) , 
B. bassiana or Ecc infection significantly induced the transcription of AsToll] A and AsTolI5A , whereas the 
expression levels of other Toll receptor genes during pathogen infection showed no significant change. 
Silencing AsToll1A or AsToll5A significantly reduced the resistance of An. stephensi adults to B. bassiana 
infection, and extremely significantly increased the total gut bacterial load in the adult midgut as 
compared to the dsGFP-treated control. Moreover, silencing AsToll] A remarkably inhibited the expression 
of antimicrobial peptide genes DEF1 and GAMI1, while only the expression of GAM1 was down-regulated 
in the dsAsTo/[5A-injected mosquitoes. [ Conclusion] The Toll receptors in An. stephensi are conserved in 
structure and function. AsToll1A and AsToll5SA are highly induced in response to both fungal and Gram- 
negative bacterial infections, and also regulate the homeostasis of gut microbiota in An. stephensi. 


Key words: Anopheles stephensi; Toll receptor; Beauveria bassiana; Gram-negative bacteria; RNA 


interference; gut bacteria 

















TOBURJE PPS RU MER, 主要 由 雌性 成 蚊 通 过 ” 兰 氏 阴性 细菌 侵 染 ( Gottar et al. 





, 2002), HEFE 
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5 万 人 死亡 (WHO, 2018) , ilH eor AK c 
TEUR AZE , BEL DS Je Fed ,但 是 过 量 














发 现 的 基因 Toll ( 即 Toll-1 ) Je R1 








1980; Anderson et al., 





, 2016) ,因此 或 需 探索 新 的 防 蚊 
让 手段 。 蚊 的 免疫 系统 在 抵御 病原 入 侵 和 调节 
稳 态 中 起 重要 作用 (Bartholomay and 





2001)。 
体 基因 ,它们 都 编码 由 胞 外 富 含 亮 氨 酸 的 














斯 
会 激活 Toll 通路 (Duneau 
, 2017) 。Toll 受 体 最 早 在 果 晶 中 被 发 现 ,最 初 
晶 豚 胎 期 腹 背 轴 极 
性 建立 过 程 中 的 关键 因子 (Niisslein-Volhard er al., 
1985a, 1985b) ,但 随后 发 现 
Tol 受 体 家 族 也 参与 免疫 反应 (Imler and Hoffmann, 
目前 已 在 果 晶 基因 组 中 鉴定 出 9 个 Toll 受 
复 结构 


困 





Michel, 2018) 。 从 攻克 免疫 防线 出 发 ,加 强 对 蚊 
虫 免疫 机 制 的 了 解 , 可 以 为 蚊 媒 传染 病 的 防治 提 
供 新 策略 。 








域 (leucine rich repeat motif, LRR motif) 和 胞 内 TIR 
( Toll/Interleukin-l receptor) 结构 域 组 成 的 跨 膜 蛋白 
C Imler and Hoffmann, 2001) 。 从 系统 发 育 的 角度 而 











先天 免疫 系统 是 包括 蚊 在 内 的 昆虫 抵抗 外 源 病 
原 菌 侵 染 的 主要 途径 ,由 体液 免疫 及 细胞 免疫 组 成 。 
二 四 于吉 Drosophila melanogaster 中 的 
研究 ,通常 认为 体液 免疫 中 的 Tol 信号 通路 能 够 调 
控 抗 菌 肽 合成 ,用 于 抵抗 真菌 及 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 
侵 染 ( Lemaitre et al., 1996; Michel et al., 2001; 
2014) ,而 IMD 信和 号 通路 负责 抵抗 革 


















































Buchon et al., 








zi , 果 蝇 的 Toll-1 与 Toll-5 ( BJ Tehao) 进化 关系 最 














近 , 且 在 功能 上 都 能 激活 抗菌 肽 基因 的 表达 ,它们 的 
缺失 突变 会 增加 果 晶 对 真菌 的 敏感 性 ( Lemaitre e 











al., 1996; Tauszig et al.，2000)。 此 外 ,Toll-5 被 证 
明 可 以 单独 或 者 与 Toll-1 协同 作用 ,依赖 有 激酶 活 
性 的 接头 蛋白 Pelle 激活 下 游 的 转录 调控 通路 (Luo 
, 2001) 。 在 18-wheeler( 即 To1-2 ) 的 缺失 突变 
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体 中 也 发 现 抗菌 肽 表达 量 降低 ,幼虫 对 细菌 更 加 易 
感 (Williams et al., 1997) 。 另 外 , 果 晶 的 Toll-9 也 被 
发 现 可 以 激活 抗 真菌 肽 基因 的 表达 (Ooi et al., 
2002), 

在 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti P AR dE Mg Toll-1 基 
序列 比 对 鉴定 到 了 AaTollA, AaTollB 和 
AaToll5A , AaToll5B ,发 现 它 们 都 会 被 真菌 诱导 表达 
且 受 到 伊 蚊 Toll 信号 通路 中 的 转录 因子 Relishl 
( Rell ) 的 影响 (Shin et al., 2006) 。 细 胞 中 研究 发 现 
AaTolllA 和 AaToll5A 可 以 激活 抗菌 肽 基 
drosomycin 的 启动 子 , 这 与 果 蝇 中 的 研究 结果 (Luna 
et al., 2003) 一 致 。 在 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae 
基因 组 中 注释 了 10 个 Tol 受 体 家 族 基因 
( Christophides et al., 2002), 其 中 有 研究 预测 
AgToll5B fj $ Ez Y We Ze zs TE (single nucleotide 
polymorphism ，SNP) 可 能 与 恶性 疙 原虫 Plasmodium 
falciparum {z % A X ( Horton. et al., 2010), m 
AgToll6 , AgToll8 VJ  AgToll9 在 感染 病原 菌 后 并 无 
显著 变化 (Luna et al., 2002) 。 

对 于 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi Toll 受 体 家 族 
基因 在 抵抗 真菌 侵 染 方面 的 功能 研究 之 前 鲜 有 报 
道 ,也 并 未 发 现 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 基因 响应 革 兰 氏 
阴性 细菌 侵 染 以 及 影响 肠 道 菌 群 稳 态 。 本 研究 通过 
与 冈比亚 按 蚊 基 因 组 序列 比 对 ,鉴定 到 了 斯 氏 按 蚊 
Toll 受 体 家 族 基因 ,之 后 利用 荧光 定量 PCR 检测 了 
RU PRI HE Beauveria bassiana I3] 38 h EUA ER 
XRK Erwinia carotovora subsp. carotovora ( Ecc) 后 
Toll 受 体 家 族 基因 的 表达 变化 ,并 利用 RNA 干扰 
( RNAi) 的 方法 进一步 确定 了 4s7o1174 和 AsToll5A 
在 按 蚊 抵抗 真菌 感染 以 及 调节 肠 道 菌 群 稳 态 中 具 
有 重要 作用 。 























































































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 研究 使 用 的 斯 氏 按 蚊 品 系 为 Dutch. strain; 
饲养 间 环 境 温度 26 + 1%C ,相对 湿度 80% +5% , J6 
周期 12L: 12D。 按 蚊 幼 虫 饲 养 于 浅 盆 中 , 以 猫 粮 为 
食 ,成 年 按 蚊 通过 真空 吸引 设备 吸入 有 蚊 笼 ,以 10% 
成 糖水 溶液 浸 湿 的 脱脂 棉 球 喂养 。 
1.2 Toll 受 体 基 因 序 列 比 对 与 系统 发 生 

根据 媒介 昆虫 基因 组 数据 库 VectorBase ( https : 
// www. vectorbase. org) 中 冈比亚 按 蚊 Toll. 受 体 家 族 
基因 的 cDNA 和 和 氨基酸 序 列 ,用 Blast 软件 对 比 鉴定 












































到 斯 氏 按 蚊 中 的 Toll 受 体 基 因 及 氨基 酸 序列 ,设计 
引物 ( 表 1)。 利 用 PFAM 数据 库 (http: // www. 
uk/Software/Pfam ) 和 NCBI 中 的 
Conserved Domains( ( https: // www. ncbi. nlm. nih. gov/ 
Structure/cdd/ wrpsb. cgi ) 预测 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体毛 
基 酸 序列 中 的 保守 结构 域 。 利 用 软件 Clustal W 将 
黑 腹 果 晶 埃及 仇 蚊 、 风 比 亚 按 蚊 和 斯 氏 按 蚊 的 Toll 
受 体 进行 氨基 酸 序列 比 对 ,采用 邻接 法 ( neighbor- 
joining method) 使 用 MEGA7 构建 系统 发 育 树 ,通过 
bootstrap 值 验证 , 自 展 次 数 设 为 1 000, 
1.3 ”病原菌 感染 斯 氏 按 蚊 

实验 所 用 病原 细菌 为 胡 葛 下 软 腐 欧文 氏 菌 E. 
carotovora subsp. carotovora (Ecc) ,在 LB 培养 基 中 
于 30C 培 养 过 夜 ,用 1 x PBS 缓冲 液 稀 释 至 OD = 
1.0, Br FH dos IER EC A 2g EE AE Pj. B. bassiana 
(ARSEF 252), 接种 到 SDAY (Sabouraud dextrose 
agar plus yeast extract) 平板 上 于 28% 培养 14 d, JH 
1 xPBS 配 制 的 0.01% Triton X-100 HENTET 
液 并 稀释 至 5 x 107 个 /mL。 用 微量 注射 器 Nanoject 
II (Drummond) 向 羽化 3 -4 d 的 斯 氏 按 蚊 肉 成 蚊 胸 
部 注射 稀释 后 的 病原 细菌 或 真菌 ,每 头 注射 69 nL。 
对 照 组 按 蚊 仅 注射 1 x PBS 缓冲 液 。 感 染病 原 细 梢 
的 按 蚊 与 对 照 组 分 别 在 注射 后 0, 3, 8 124 了 解剖 
脂肪 体 提 取 RNA ,感染 病原 真菌 的 按 蚊 与 对 照 组 分 
别 在 感染 后 0, 6, 24 和 48 h 解剖 脂肪 体 提 取 RNA, 
每 个 处 理 取样 25 ~ 30 头 上 肉 成 蚊 ,试验 重复 3 次 。 
1.4 总 RNA 提取 与 cDNA 合成 

在 冰 上 解剖 未 感 当 病原菌 的 斯 氏 按 蚊 肉 成 蚊 
25 头 及 1.3 节 感 染病 原 菌 的 按 蚊 的 脂肪 体 , 置 于 
1.5 mL 无 RNA 酶 的 离心 管 中 , 加 入 陶瓷 珠 和 500 
uL RNAiso Plus (TaKaRa ) 研磨 破碎 ,之 后 按照 说 明 
书 提取 组 织 中 总 RNA。 提 取 的 总 RNA 浓度 和 纯度 
用 BioPhotometer (Eppendorf) 测 定 , 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 
检测 RNA 样本 完整 性 。 使 用 PrimeScript RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser (TaKaRa) 进 行 逆转 录 
反应 ,该 试剂 盒 分 为 去 除 gDNA 和 逆转 录 两 步 。 去 
除 gDNA 的 反应 体系 10 pL, 其 中 RNA 样品 1 pg, 
反应 程序 : 42C 2 min。 逆 转录 反应 体系 20 uL, c 
应 程序 : 37% 15 min, 85%C 5 s。 详 细 步 又 参照 产品 
说 明 书 。 
1.5 实时 荧光 定量 PCR 检测 Toll 受 体 基因 表达 

将 1.4 节 所 得 cDNA 稀释 2 倍 后 作为 模板 ,使 
用 Hieff qPCR SYBR Green Master Mix (No Rox) 
( YEASEN) IRKA E11 qPCR 反应 ,仪器 为 PikoReal 


e 
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(Thermo Fisher) 。 反 应 体系 (10 uL): 2 x Hieff 
qPCR SYBR Green Master Mix 5 uL, E F51% (10 
pmol/L) 4 0.2 uL, cDNA 1 uL, ZG PRX 3.6 
kML。 反 应 条 件 : 预 变性 95%C 5 min; 变性 95% 10 s, 
退火 /延伸 60% 30 s, 共 40 个 循环 。 使 用 PikoReal 
Software 2. 2 记录 和 分 析 实 验 数据 ,生成 熔 解 曲线 。 
采用 2 "法 分 析 基 因 的 相对 表达 量 。 
1.6 Mié RNA 合成 与 注射 

用 于 合成 dsAsToll1A, dsAsToll5A 和 dsGFP 的 
引物 的 5' 端 设计 有 一 段 T7 启动 子 序列 ( 表 1) ,分 别 
以 斯 氏 按 蚊 cDNA 质粒 pBar-GFP 为 模板 ,使 用 高 
保 真 酶 Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 
(Vazyme) PCR 扩 增 得 到 用 于 合成 dsRNA 的 模板 ， 
反应 体系 (50 pL): 2 x Phanta Max Buffer 25 uL, 
dNTP Mix (10 mmol/L each)1 RL， 上 下 游 引 物 (10 
pmol/L) 各 2 uL, Phanta Max Super-Fidelity DNA 
Polymerase 1 uL, cDNA 模板 5 uL, AXLK 14 
pL, PCR 反应 程序 : 预 变性 95%C 3 min; 变性 95% 
15 s, 退火 60%C 15 s, 延伸 72%C 30 s, 35 个 循环 ; 
彻底 延伸 72%C 5 min, PCR 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 瀛 
检测 后 ,使 用 Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek ) iX 
剂 盒 进 行 胶 回 收 。 以 PCR 产物 为 模板 , 使 用 
MEGAscript RNAi Kit (Ambion ) 合成 dsAsToll1A, 
dsAsToll5A 和 dsGFP , 具体 步 又 参照 产品 说 明 书 。 
所 得 dsRNA 调整 浓度 至 3 kg/uL ,使 用 微量 注射 器 
向 羽化 第 1 天 的 斯 氏 按 蚊 雌 成 蚊 胸 侧 面 注射 69 nL, 
25 ~ 30 头 健康 肉 成 蚊 设 为 1 组 ,进行 3 次 生物 学 重 
复 。3 d 后 按照 1.4 节 的 方法 解剖 斯 氏 按 蚊 雌 成 蚊 
RAIER RNA 逆转 录 合 成 cDNA ,按照 1.5 市 
的 方法 进行 实时 荧光 定量 PCR ,检测 AsTolL1A 和 
AsToll5A 的 RNA 干扰 效率 。 
1.7. 实时 荧光 定量 PCR 测定 RNAi 对 斯 氏 按 蚊 抗 
菌 肽 基因 表达 的 影响 

以 1.6 节 合 成 的 斯 氏 按 蚊 肉 成 蚊 cDNA 为 模 
板 , 按 照 1.5 节 的 方法 进行 实时 荧光 定量 PCR 检测 
RNAi 干扰 AsToll1A 和 AsToll5A 后 对 主要 抗菌 肽 基 
CECI ( VectorBase 序列 号 : ASTE007107 ) , DEFI 
(VectorBase 序列 号 : ASTE011281 ) ，477( VectorBase 
序列 号 : ASTE009529 ) 和 GAMI ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE002252 ) 表达 的 影响 。 本 实验 进行 3 次 生物 学 
重复 。 
1.8 RNAi 后 病原 真菌 感染 斯 氏 按 蚊 生 存 曲线 测定 

25 ~30 头 健康 肉 成 蚊 设 为 1 组, 分别 按照 1.6 
节 的 方法 注射 dsGFP, dsAsTolllA 和 dsAsToll5A , 
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3 d 后 按照 1.3 POTERE ERTLEMB ER TED 5 x 
10° 个 /mL fff 4) ^E fü T- 8L E VE , 388 3E IA] B TE Ej T E 
液 感染 RNAi 干扰 后 的 斯 氏 按 疏 ,感染 后 每 0.5 d 统 
计 每 组 生存 情况 。 使 用 GraphPad Prism 绘制 生存 曲 
线 , 采 用 Log Rank 检验 方法 进行 显著 性 分 析 。 
1.9 ”实时 荧光 定量 PCR 测定 RNAi 后 斯 氏 按 蚊 肠 
道 细菌 含量 

利用 实时 荧光 定量 PCR 对 比 细菌 标志 基因 16S 
rRNA 和 按 蚊 内 参 基 因 57 的 相对 表达 量 ( 引 物 序 列 
见 表 1) ,测定 RNAi 干扰 AsToll1A 和 As7Tol154 后 按 
蚊 肠 道 细 菌 售 量 。 分 别 取 1. 6 节 注 射 ds4s7o1174 ， 
dsAsToll5A 和 dsGFP 3 d 后 的 15 头 斯 氏 按 蚊 雌 成 蚁 
的 中 肠 , 置 于 含有 100 pL 无 菌 1xPBS 的 离心 管 中 ， 
用 手持 匀 浆 器 研磨 破碎 ,之 后 使 用 试剂 盒 DNeasy 
Blood & Tissue Kit ( QIAGEN ) 提取 按 蚊 中 肠 混 合 
DNA。 以 总 DNA 样本 为 模板 ,按照 1.5 节 的 操作 步 
又 进行 实时 欧 光 定量 PCR 反应 。 本 实验 进行 3 次 
生物 学 重复 。 
1.10 数据 分 析 

实验 数据 使 用 Microsoft Excel 和 GraphPad 
Prism 进行 数据 处 理 及 分 析 , 采 用 7 检验 进行 比较 ， 
分 析 实 验 组 与 对 照 组 之 间 的 基因 表达 量 差异 。 

























































































2 d 


2.1 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 基因 鉴定 分 析 

根据 冈比亚 按 蚊 基因 组 中 Toll 受 体 基因 的 碱 基 
及 氨基 酸 序列 ,利用 Blast 软件 比 对 到 斯 氏 按 蚊 中 序 
列 相 似 性 最 高 的 8 个 基因 : AsToll1A ( VectorBase 序 

















列 号 : ASTE016386 , AsToll5A ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE016385 ) ， AsToll6 ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE004591 ) AsToll7 ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE000234 ) AsToll8 ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE004593 )  AsTollo ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE010442 ) AsTolllO0 ( VectorBase 序列 号 : 
ASTE004926 ) 和 AsTollll ( VectorBase 序列 号: 


ASTE004928) 。 在 PFAM 数据 库 及 NCBI 中 预测 保 
守 结 构 域 ,发 现 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 家 族 的 蛋白 质 二 
级 结构 非常 相似 , 均 包 含 胞 外 富 含 亮 氮 酸 的 重复 结 
构 域 和 胞 内 保守 的 TIR 结构 域 (图 1) 。 

采用 邻接 法 构建 系统 发 育 进 化 树 ,分 析 斯 氏 按 
蚊 与 已 经 鉴定 到 的 冈比亚 按 蚊 M prese, DELE ER 
的 Toll 受 体 家 族 进化 关系 (图 2)。 结 果 显 示 斯 氏 按 
蚊 的 Toll 受 体 家 族 成 员 与 相应 的 冈比亚 按 蚊 Toll 受 
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表 1 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 














引物 引物 序列 (5' -3 ) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Primer usage 
AsTolll A-F ACACGCTCCATCTGCAATCA 
AsTolll A-R TCTTGGTACCGTTGTCAGCC 
AsToll5 A-F TAATCCACTAAACTGCGACTGTCTG 
AsToll5 A-R GCTCCGTGCTTGGTACATCG 
AsToll6-F ATCAGCTCAAACCGACTGCA 
AsToll6-R GCGCCTTATCCCCTACCATC 
AsToll7-F GTTTGTGTTCCGTGAGCCAC 
AsToll7-R CCGTTTGCAGGAAGTTACGC 
AsToll8-F AACCCCTACCAGTGCGATTG 
AsToll8-R AACAGTGACAGAGGGCGAAG 
AsToll9-F GACCCAACCGACTGTGATGT 
AsToll9-R CCTTCCATCCTGTGTCACCC 
AsToll10-F 'TCTCAACCTGGAAGCGAACC 实时 荧光 定量 PCR 
AsToll10-R TCAAGACCCTCGAACGAAGC Real-time quantitative PCR 
AsToll11-F GCCTACCTGCGTCAGTATCC 
AsToll11-R GACTCCCAGGCCGTATCATG 
CECI-F GGAAGCGGGACGCCTGAA 
CECI-R CCTTGACACCTGCCACCACC 
DEFI-F AGTCGTGGTCCTGGCGGCTCT 
DEFI-R ACGAGCGATGCAATGCGCGGCA 
ATT-F AAAGCCAGAGCGGCAACAC 
ATT-R TCAGTAACCGTGCGTGAAAGTC 
GAMI-F GTACGTCAGCCGGAAGGGAG 
GAMI-R CGTAATGAACGAGGACGAACAGC 
16S rRNA-F TCCTACGGGAGGCAGCAGT 
16S rRNA-R GGACTACCAGGGTATCTA ATCCTGTT 
S7-F TCGGTTCCAAGGTGATCAAAGC 
S7-R AGCGCGGTCTCTTCTGCTTGT 





dsAsTolll A-F 
dsAsTolll A-R 
dsAsToll5 A-F 
dsAsToll5 A-R 
dsGFP-F 
dsGFP-R 


体 成 员 为 直系 同 源 基 因 ,说 明 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 与 
冈比亚 按 蚊 Toll 受 体 的 同 源 性 最 高 。 斯 氏 按 蚊 中 的 
6 个 Toll 受 体 (AsToll6 -11) 能 够 分 别 与 冈比亚 按 





TAATACGACTCACTATAGGGTGACGTTCGCTCACAAGAAC 
TAATACGACTCACTATAGGGGGAAGCTGCTGGAAAGTACG 
TAATACGACTCACTATAGGGTGTCACATTGCAGAGCTTCC 
TAATACGACTCACTATAGGGGATCTCGTTGTGGGACAGGT 
TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT 


dsRNA 合成 
dsRNA synthesis 


TAATACGACTCACTATAGGGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 














同 源 的 Toll 受 体 。 














中 的 表达 量 











2.2 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 家 族 基因 在 雌 成 蚊 脂 肪 体 


蚊 .埃及 伊 蚊 、 黑 腹 果 晶 的 Toll SEDE E VE. fH 
按 蚊 与 伊 蚊 中 都 没有 与 果 晶 18-wheeler( 即 Toll-2 ) , 
MstProX ( B} Toll-3 ) 和 Toll-4 同 源 的 Toll 受 体 。 斯 氏 
按 蚊 中 也 没有 与 冈比亚 按 蚊 AgTolllB 和 AgToll5B 














实时 荧光 定量 PCR 检测 发 现 ,斯 氏 按 蚊 Toll 受 
体 基因 家 族 中 4s7o154 在 肉 成 蚊 的 脂肪 体 中 表达 量 
最 高 ,4sToll14 表达 量 次 之 ,其 余 Toll 受 体 基因 表达 
量 极 低 (图 3) 。 
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AsTolllA AsToll5A AsTolló | AsToll7 AsToll8 AsToll9 AsToll10 AsTolll1 














1 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 家 族 蛋 白质 结构 示意 图 
Fig. 1 Schematic representation of protein structures of Toll receptor family in Anopheles stephensi 
绿色 长 方形 区 域 代表 LRR 结构 域 , 黄 色 长 方形 区 域 代表 TIR 结构 域 ,灰色 带 状 区 域 代 表 细 胞 膜 。The green rectangles represent leucine-rich repeat 


motifs. The yellow rectangles represent Toll/Interleukin-1 receptor domain. Plasma membrane is shown as a grey band. 
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2 基于 氨基 酸 序列 构建 的 斯 氏 按 蚊 及 其 他 双 翅 目 昆 虫 Toll 受 体 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ,1 000 次 重复 ) 
Fig. 2 Phylogenetic tree of Toll receptors from Anopheles stephensi and other dipteran insects based on 
amino acid sequences by using the neighbor-joining method (1 000 replicates) 
As; 斯 氏 按 蚊 ( 红 色 )Anopheles stephensi (in red); Ag: 冈比亚 按 蚊 ( 绿 色 ) Anopheles gambiae (in green) ; Aa; 埃及 伊 蚊 ( 蓝 色 )4edes aegypti (in 


blue); Dm; 黑 腹 果 晶 (黑色 ) Drosophila melanogaster (in black). 
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0.012 2.3 ”病原 菌 侵 染 过 程 中 斯 氏 按 蚊 Toll 受 体 家 族 基 

因 表达 变 
E iin 利用 实时 荧光 定量 PCR 验证 斯 氏 按 蚊 Toll 受 
3$ oo 体 基因 在 抵抗 病原 菌 侵 染 过 程 中 的 功能 ,感染 真菌 


球 孢 白 僵 菌 后 发 现 ( 图 4) ,与 对 照 ( 注 射 PBS) 相 比 ， 


0.0002 Jf X SCR US S P] Toll 受 体 基 因 AsToILLA 仅 在 侵 染 后 
|| li = ffi z 48 h 表达 量 显著 升 高 (P <0. 001) ;AsToll5A 分 别 在 
0 侵 染 后 24 h(P <0.001) 和 48 h(P<0.0001) 表 达 量 


Relative expression level 



































QUU GSP P sf a SP at 显著 和 极 显著 地 升 高 ;4sTo117 同样 在 侵 染 后 48 h 表 
uu 基因 Genes dl 达 量 显著 升 高 (P «0. 001) ; AsToll8 在 感染 后 24 h 
(P<0.01) 和 48 h(P<0.01) 表 达 量 显著 升 高 ; 

图 3 斯 氏 按 蚊 肉 成 蚊 脂 肪 体 中 Toll 受 体 基 因 的 AsToll10 在 感染 后 6 h 就 有 响应 (P «0.01) ,到 真菌 
相对 表达 量 感染 后 24 h(P <0. 001) 和 48 h(P <0.05) 其 表达 


Fig. 3 Relative expression levels of Toll receptor genes 


量 仍 显 著 升 高 ; AsTolló, AsToll9 $ AsToll11 并 不 响 
MERRIE FAST Us s 





in the fat body of female adults of Anopheles stephensi 
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图 4  ERREMETS GU Br R BOER BDR UV P. Toll 受 体 基因 表达 模式 


Fig. 4 Expression patterns of Toll receptor genes in the fat body of female adults of Anopheles stephensi 








after infection with Beauveria bassiana 
A: AsTolllA; B; AsToll5A; C; AsToll6; D: AsToll7 ; E: AsToll8; F; AsToll9; G; AsTolll0; H; AsTollll. 图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 差 ; 
柱 上 单 星 号 、 双 星 号 .三 星 号 、 四 星 号 分 别 表示 同一 时 间 点 与 对 照 组 (注射 PBS) 之 间 差 异 显著 性 为 P<0.05, P «0.01, P «0.001 fll P «0. 0001 
(T 检 验 )。 图 5 同 。Data in the figure are mean + SD of three independent experiments. Single asterisk, double asterisk, triple asterisk and quadruple 















































asterisk above bars indicate significant difference from the control (injecting PBS) at the same time point at the 0. 05, 0.01, 0.001 and 0.0001 level, 


respectively ( T-test). The same for Fig. 5. 


感染 细菌 胡 昔 下 软 腐 欧文 氏 菌 后 发 现 (图 3) , 0.01) ,到 24 h 表达 量 升 高 极 显著 (P <0. 0001); 
与 对 照相 比 ,4s7To1174 在 感染 后 3 h 就 有 响应 (P< — AsToll5A 分 别 在 侵 染 后 8 h(P <0.01) 和 24 h(P < 
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注射 PBS Injecting PBS (CK) 
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图 5 革 兰 氏 阴 性 菌 胡 葛 下 软 腐 欧文 氏 著 侵 染 后 




















Fig. 5 Expression patterns of Toll receptor genes in the fat body of female adults of Anopheles stephensi after 


infection with Gram-negative bacterium Erwinia carotovora subsp. carotovora 








0. 0001) 表达 量 显著 和 极 显 著 地 升 高 ; AsToll6 和 
AsToll7 分 别 在 感染 后 8 h(P<0.05) 和 24h(P< 
0.01) 显著 和 极 显 著 升 高 ; AsToll8 (P < 0. 001) 和 
AsTolll0 (P <0.01) 反 而 在 感染 后 3 h 下 降 ;AsTol19 
和 4s7oUl1l 并 不 响应 胡萝卜 软 腐 欧文 氏 菌 侵 染 。 
2.4 RNAi Ft AsToll1A 或 AsToll5A 对 斯 氏 按 旷 
抵抗 病原 菌 侵 染 能 力 的 影响 

为 验证 AsToll1A 和 AsToll5A 的 功能 ,向 雌性 成 
Vii 8j dsAsToll1A 和 dsAsToll5A ,注射 dsGFP 作为 对 
照 ,3 d 后 检测 抑制 效果 。 如 图 6(A) 显示 ,斯 氏 按 
蚊 体 内 4s7ToU14 的 表达 量 受 到 显著 抑制 (P < 
0.01) ,图 6(B) 表 明 AsToll5A 的 表达 量 受 到 极 显 著 
抑制 (P <0.001)。 

RNAi 干扰 使 斯 氏 按 蚊 中 AsToll14 和 AsToll5A 
基因 表达 受到 抑制 后 再 感染 球 驳 白 僵 菌 ,检验 对 病 
原 真 菌 感染 的 敏感 性 (图 6: C)。 结 果 表 明 ,RNAi 
干扰 AsTol114 3X, AsToll5A 后 按 蚊 生存 曲线 显著 低 于 
注射 dsGFP 的 对 照 组 (P <0. 01) ,斯 氏 按 蚊 抵 抗 球 
孢 白 伪 菌 侵 染 的 能 力 被 显著 削弱 。 

2.5 ” RNAi 干扰 AsToll1A 或 AsToll5A 后 对 斯 氏 按 
蚊 肠 道 菌 稳 态 的 影响 
利用 实时 荧光 定量 PCR ,通过 检测 细菌 标志 性 














































































































G H 
2.0 1.5 
1.5 10 
1.0 xo 
Lo 0.5 

0.5 

0 0 

0 3 8 24 0 3 8 24 
注射 时 间 () 注射 时 间 () 
Time post injection Time post injection 
斯 氏 按 蚊 肉 成 蚊 脂肪 体内 Toll 受 体 基 因 表达 模式 

的 16S rRNA 的 相对 含量 ,确定 RNAi 处 理 后 肉 成 蚊 


肠 道内 的 细菌 总 量 。 图 6(D) 表 明 , RNAi 抑制 
AsToll1A 或 AsToll54 的 表达 后 ,与 对 照 比 较 斯 氏 按 
蚊 肠 道内 的 细菌 总 量 均 极 显 著 增 加 (P<0.0001)。 
2.6 ” RNAi 干扰 AsToll1 A 31 AsTollSA 基因 后 对 斯 
氏 按 蚊 抗 菌 肽 基因 表达 的 影响 

结果 表明 (图 6: 下 ) ,与 对 照 比 较 , 抑 制 AsTol114 
后 抗菌 肽 基因 DEFI 和 GAMI 的 表达 也 随 之 受到 极 
显著 抑制 (P <0. 0001) ,但 CECI 和 477 的 表达 变 
化 不 显著 。 图 6(F) 表 明 ,抑制 AsTolISA 后 抗菌 肽 基 
因 显著 下 调 的 仅 有 G4M1(P «0.001) ,但 CECI. 和 
ATT 的 表达 没有 显著 变化 ,DEF1 的 表达 反而 略 有 升 
高 (P<0.01)。 因 此 GAMI 可 能 同时 受到 AsToll14 
和 AsToll5A 调控 。 





















































3 讨论 

本 研究 通过 与 冈比亚 按 蚊 中 Toll 受 体 基因 家 族 
进行 序列 比 对 ,鉴定 到 了 斯 氏 按 蚊 中 8 个 Toll 受 体 
Ak D, BD AsTolllA, AsToll5A, AsToll6, AsTol17,， 
AsToll8 , AsToll9 , AsToll1O 和 AsToll11。 它 们 编码 的 
EAHA Toll 受 体 家 族 典 型 的 结构 特征 , 即 胞 外 富 
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氏 按 蚊 崔 成虫 感染 真菌 后 存活 率 、 肠 道 细菌 总 量 和 





抗菌 肽 基因 相对 表达 量 的 影响 
Fig. 6 Effects of RNAi of AsTolllA and AsToll5A on the adult survival after fungal infection, total gut bacterial load 





and the relative expression levels of antimicrobial peptide genes in Anopheles stephensi female adults 
A, B: 分 别 为 RNAi 干 扰 3 d 后 脂肪 体 中 AsToll1 A 和 AsTol154 的 干扰 效率 AsToll1 A and AsToll5A silencing efficiency in fat body after RNAi for 3 d, 
respectively; C; RNAi 干扰 AsToll1 A 和 AsToll5A Jr; RX Ye ER F A 4e D HJ 301 E; dz CER] T 153€ Survival rate of An. stephensi infected with Beauveria 




















bassiana after RNAi of AsToll1A and AsToll5A; D; 肠 道 细 记 











relative level); E, F: 分 别 为 RNAi 干扰 AsToll1A 和 AsToll5A 后 斯 氏 按 蚊 主要 抗菌 


总 量 ( 以 16S rRNA 相对 含量 表示 ) Total gut bacterial load ( estimated by 16S rRNA 








肽 基因 相对 表达 量 Relative expression levels of antimicrobial 











peptide genes in An. stephensi after RNAi of AsToll1 A and AsToll5A , respectively. 以 dsGFP 作为 阴性 对 照 ; 上 ,了 中 基因 表达 量 以 dsGFP 对 照 组 中 目 





的 基因 的 表达 量 为 基准 ;图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 差 ; 柱 上 双星 号 三星 号 .四 























号 分 别 表 示 阴 性 对 照 组 与 该 组 之 间 差 异 显著 性 为 














P<0.01, P «0.001 FI P «0.0001( T $53; ) ; dsGFP was used as the negative control. The relative expression levels of genes in Figs. E and F are 


normalized to that in dsGFP-treated mosquito. Data in the figure are mean + SD of three independent experiments. Double asterisk, triple asterisk and 


quadruple asterisk above bars indicate significant difference from the negative control at the 0. 01, 0.001 and 0. 0001 level, respectively ( T-test). 


T ARAE R s IURI LV] DISSE HJ. TIR. 结构 域 。 
TIR 结构 域 在 很 多 与 动 植物 发 育 和 天 然 免 疫 相 关 的 
基因 中 均 存 在 , 如 哺乳 动物 白介素 -1 受 体 (the 
interleukin-l receptor, IL-1R ) 家 族 和 植物 抗 病 基 因 ， 
它 可 以 与 接头 分 子 上 相应 的 区 域 互 作 , 进 而 激活 通 
路 中 的 下 游 元 件 发 挥 作 用 (Imler and Hoffmann, 
2001; Dunne and O'Neill, 2003) 。 通 过 使 用 氨基 酸 
序列 建立 斯 氏 按 蚊 与 冈比亚 按 蚊 .埃及 伊 蚊 、. 黑 腹 果 
晶 的 Toll 家 族 系统 发 育 进化 树 ,确定 了 斯 氏 按 蚊 的 
Toll 受 体 与 冈比亚 按 蚁 有 很 高 的 相似 性 ,但 是 斯 氏 





























密 不 可 分 。 

脂肪 体 是 昆虫 系统 免疫 的 重要 器 官 ,能 合成 并 
分 泌 产 生 多 种 如 抗菌 肽 等 免疫 蛋白 ,以 抵抗 病原 微 
生物 侵 染 (Buchon et al., 2014) 。 在 斯 氏 按 习 脂肪 
体 中 表达 量 最 高 的 Toll 受 体 基因 是 AsTol114 和 
AsToll5A ,其 余 Toll 受 体 基因 的 表达 量 相 比 而 言 微 乎 
其 微 。 这 暗示 了 AsTolllA FI AsToll5A 可 能 在 免疫 中 
发 挥 了 重要 作用 。 斯 氏 按 蚊 感染 球 孢 白 僵 菌 和 音 兰 
氏 阴 性 细菌 胡萝卜 软 腐 欧 文 氏 菌 均 会 诱导 As Toll A 
和 AsToll54 的 表达 。Toll 信号 通路 被 认为 主要 参与 

















按 蚊 中 没有 与 冈比亚 按 蚊 AgTolllB 和 AgToll5B 同 
源 的 受 体 , 也 没有 与 果 蝇 18-wheeler ( 即 Toll-2 ) 、 
MstProX ( B} Toll-3 ) 和 Toll-4 同 源 的 受 体 。Toll 受 体 
家 族 基 因 在 结构 和 进化 上 具有 如 此 强 的 保守 性 ,与 
其 作为 免疫 信号 通路 中 关键 识别 受 体 这 一 重要 功能 


昆虫 抵抗 真菌 的 侵 染 ,但 果 蝇 中 的 研究 通常 认为 
Toll 受 体 并 不 参与 抵抗 革 兰 氏 阴 性 细菌 侵 染 
( Hoffmann and Reichhart, 2002) 。 虽 然 埃及 伊 蚊 中 
iA Ew Ep f UJ AaTollA, AaToll5A 和 
AaToll5B 在 脂肪 体 中 表达 量 会 增加 ,但 是 受 实验 条 
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件 所 限 ,无 法 明确 埃及 伊 蚊 被 革 兰 氏 阴 性 细菌 侵 染 
后 Toll 受 体 基 因 是 否 发 生变 化 (Shin et al., 2006) 。 
我 们 的 研究 表明 ,AsTol114 和 AsTollSA 一 方面 在 响 
应 病原 真菌 侵 当 过程 中 具有 功能 上 的 保守 性 , 另 一 
方面 ,在 斯 氏 按 蚊 受 到 革 兰 氏 阴 性 细菌 侵 染 时 也 有 
响应 (图 4 和 5), 这 暗示 AsTolllA 和 As7Tol154 可 能 
在 抑制 革 兰 氏 阴 性 细菌 方面 也 有 人 作用。 进一步 研究 
表明 ,抑制 4s7Tol114 WII AsToll5A 的 表达 后 ,雌性 斯 氏 
按 蚊 对 球 孢 白 伪 菌 感染 更 加 敏感 ,死亡 速率 显著 增 
加 ,证 明 AsToILLA I AsToll5A 参与 斯 氏 按 蚊 抵 抗 病 
原 真 菌 的 感染 。 此 外 ,我 们 还 检测 到 干扰 AsToll1 A 
和 AsToll5A 后 , 按 蚊 肠 道内 的 细菌 总 量 显著 增加 ,这 
一 结果 表明 4sTol114 和 hsTol154 在 调控 以 革 兰 氏 阴 
性 细菌 为 主 的 肠 道 菌 群 稳 态 方面 也 发 挥 了 重要 
作用 。 

RNAi 干扰 AsToll1A 和 As7Tol154 后 下 游 的 抗菌 
肽 基因 表达 也 受到 影响 (图 6: E, F). dsAsToll]A 
实验 组 按 蚊 中 抗菌 肽 基因 DEFI 和 GAMI 表达 量 显 
著 降 低 , dsAsToll5A 实验 组 中 GAMI 表达 量 显著 降 
低 。Toll 受 体 的 主要 功能 是 传递 病原 人 侵 的 信和 号 到 
胞 内 ,激活 下 游 的 转录 因子 开局 抗菌 肽 基因 的 转录 。 
降低 AsToILLA 和 AsTol154 表达 后 Toll 信号 通路 不 能 
被 正常 激活 ,难以 表达 足 量 的 抗菌 肽 基因 以 应 对 病 
原 入 侵 , 因 此 蚊子 对 病原 菌 更 加 易 感 。 

本 研究 初步 探 明 了 斯 氏 按 蚊 中 Toll. 受 体 家 族 基 
AsToll1A 和 AsTol154 在 抵抗 病原 真菌 侵 染 过 程 中 
的 功能 ,以 及 它们 在 啊 应 革 兰 氏 阴性 细菌 感染 和 调 
控 肠 道 菌 稳 态 方面 的 重要 作用 ,但 是 其 上 游 配 体 蛋 
白 尚 不 明确 。 进 一 步 探 索 按 蚊 免 疫 过 程 中 的 关键 基 
,对 人 研发 媒介 昆虫 生物 防治 新 策略 . 阻 断 蚊 媒 疾病 
传播 有 十 分 重要 的 意义 。 
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